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1．表題：

2．試験目的：

試験実施概要

1，2，3一トリクロロベンゼンのオオミジンコ（〃a吻血朋8刀a）に対する

急性遊泳阻害試験

1，2，3一トリクロロベンゼンについて，オオミジンコ（〃a伽ia姻8刀a）に対する

急性遊泳阻害試験を行い，24および48時間後の半数遊泳阻害濃度（Eic50）お

よび最大無作用濃度（NOEci）を求める。

3．適用ガイドライン：

4．適用G　L　P：

5．試験委託者

　名称：

　住所：

　委託担当者：

6．試験受託者：

　名称：

　所在地：

7．試験施設：

　名称：

　所在地：

本試験は，OECD化学品テストガイドラインNo。202．「ミジンコ類，急性遊

泳阻害試験および繁殖試験」　（1984年）に準拠した。

本試験は環境庁のGL　P纐Uに準拠した。

環境庁

〒100－8975　東京都千代田区霞が関一丁目2－2

企画調整局環境保健部環境安全課環境リスク評価室室長補佐　 　

株式会社三菱化学安全科学研究所

〒105－0014　東京都港区芝二丁目1－30

株式会社三菱化学安全科学研究所　横浜研究所

〒227－0033神奈川県横浜市青葉区鴨志田町1000番地
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8．試験関係者：

　試験責任者

　試験担当者

　分析担当者

9．試験期間：『試験開始日　　　　　　　1997年12月16日

　　　　　　　試験終了日　　　　　　　1998年　3月31日

　　　　　　　暴露期間　　　　　　　1998年　2月24日～1998年　2月26日

10．保管：

　　試験に関する下記の記録および試資料は，試験報告書作成後10年間，当研究所試資料

　保管施設に保管する。その後の保管については別途協議の上定める。

　　　1）試験計画書，同変更の記録

　　　2）試験報告書

　　　3）生データ

　　　4）信頼性保証業務担当者の監査・査察記録

　　　5）被験物質

　　　6）その他必要なもの
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要 ヒ
日

試験委託者

環境庁

表　　題

　1，2，3一トリクロロペンゼンのオオミジン出（加珈ia朋顔8）に対する繁殖阻害試験

試験番号

7B766G

試験方法

　　　本試験は，OECD化学品テストガイドラインNo．202「ミジンコ類，急性遊泳阻害試験お

　　よび繁殖試験」　（1984年4月採択）の改訂版であるガイドラインNo．211「オオミジンコ繁

　　殖試験」　（1997年4月提案）に準拠して実施した。

1）被験物質：　1，2，3一トリクロロベンゼン

2）暴露方式：　半止水式（週に3回，試験液の全量を交換）

3）供試生物：　オオミジンコ（加吻i8肥餌a）

4）暴露期間：　21日間

5）試験濃度（設定値）：対照区，助剤対照区，0．020，0．045，0．100，0．220，0．500㎎／L

　　　　　　　　　　　（公比2．2，助剤濃度一定：20㎎／L，HCO－40およびD囲使用）・

6）試験液量：　1容器（連）に付き80皿L

7）連数：　　　10容器（連）／濃度区

8）供試生物数：10頭／濃度区（1連に付き1頭）

9）試験温度：一20±1℃

10）照明：　　　16時間明／8時間暗

11）被験物質の分析：HP　L　C法
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結　　果

　　1）試験液中の被験物質濃度

　　　暴露期間中に測定した試験液の被験物質濃度が，設定値の±20％を越えたため，各影響濃

　　度の算出には実測値（時間加重平均値）を採用した。

　　2）21日間の親ミジンコの半数致死濃度（LC50）：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．280㎎／L（9硯信頼限界：0．167～0．392㎎／L）

　　3）21日間の50％繁殖阻害濃度（EC50）：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＞0．392㎎／L

　　　　　　　O．167㎎1しでは阻害率。％以下で，o．392㎎／しでは親が9頭死亡し，かつ生存し

　　　　　　　た1頭の親の繁殖阻害率が42．2％であったため，50％繁殖阻害濃度（EC50）は，

　　　　　　　＞0．392㎎／しと表示した。しかしながら，この濃度では明らかに親に対して長

　　　　　　　期影響があるものと判断した。

　4）21日間の最大無作用濃度（NOEC）：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．167㎎／L

　5）21日間の最小作用濃度（LOEC）：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．392㎎／L
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1　被験物質

1．工名称，構造式および物理化学的性状

　　名称：　1，2，3一トリク口口ベンゼン

　　　　　　　　　（略称　1，2，3－T　C　B〉

　　CAS　　N〔L：　　　　87－61－6

　　構造式：

　　　　　　　　　　　　C1
　　　　　　　　　　　◎〔ll

分子式：

分子量輔：

沸点・1：

融点判：

水溶解度”：

10gPovヰ㌧

CIHユC1ユ

181．44

221℃

53．7℃

12㎎／L（22℃）

4．02～4．11

＊1：供給者提供資料

‡2：環境化学物質要覧一環境庁環境化学物質研究会編，丸善（昭和63年）

1．2 供試試料

純度毒㌧　　　100．0％

ロット番号u：　TPG3364

供給者：

供給量科：　25g

入手日：　　1997年12月8日

外観妻㌧　　　くすんだ白色塊

‡1：供給者提供資料
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1．3　被験物質の確認および保管条件下での安定性

　被験物質は当研究所の冷蔵庫に保管した。

　入手した被験物質の赤外吸収スペクトルを測定し，被験物質の構造と矛盾が認められな

いことを確認した。試験終了時にも赤外吸収スペクトルを測定し，試験開始前に測定した

スペクトルと比較した。その結果，スペクトルに変化はなかったことより被験物質は保管

中は安定であったと判断された。

2　供試生物

　　試験には生後24時間令以内のオオミジンコ（加伽ia朋顔a）の幼体を用いた。

　　本稗は，1995年7月18目に国立環境研究所より入手したものを，当研究所において継代飼

　育しているものである。また，基準物質（重クロム酸カリウム，試薬特級）による48時間

　　の半数遊泳阻害濃度（Eic50）は。．23㎎／しであった。

　　供試する幼体を得るためのミジンコの飼育方法

　継代中のものから幼体を抱えた肉眼的に健康かっ十分な大きさの雌成体を選別し，別に

用意したビーカーに移し，翌日，産出された幼体を別のビーカーに分けた。この幼体（1998

年2月25目生まれ）を供試ミジンコの親とし，以下の条件で飼育した。成熟し幼体を産むよ

うになったら1週間に少なくとも3回幼体を除去した。暴露開始前日に，育房内に幼体を

持つ雌成体を選別し，翌日（24時間以内）産出された幼体を試験に用いた（1998年3月18日

暴露開始）。暴露開始前2週間の死亡率は5％以下で休眠卵および雄は発生しなかった。
（

1）飼育水：

2）飼育密度：

3）水温：

4）照明：

5）餌：

6）給餌量：

希釈水（3．2参照）

幼体　　40または35頭／3L飼育水

成体　　35頭／3L飼育水

20±1℃

室内光，16時間明（12001ux以下）／8時間暗

α｝10rθ11a四18㌍∫5

ミジンコ1頭当たり0．15mgC（有機炭素含量）／日
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3　試験方法

3．1試験条件

　1）暴露方式：

　2）暴露期間：

　3）試験液量：

　4）連数：

　5）供試生物数：、

　6）試験温度：

　7）照明：

　8）餌：

　9）給餌量：

半止水式（週に3回，試験液の全量を交換）

21日間

1容器（連）に付き80凪

10容器（連）／濃度区

10頭／濃度区（1連に付き1頭）

20±1。C

室内光，16時間明（12001ux以下）／8時間暗

6ゐ10rθ11a　7ひ1興i5

ミジンコ1頭当たり0．15㎎C（有機炭素含量）／日

3．2希釈水

　脱塩素水（横浜市水道水を活性炭処理し，残留塩素等を除去した後，充分通気したもの）

を使用した。希釈水の硬度は63㎎／L（CaCO3換算），pHは8．1であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［付属資料一1］

3．3　試験容器および恒温槽等

　1）試験容器：　100凪容ガラスビーカー，密閉用テフロンシート製蓋

　2）恒温槽：　　PVC製水槽（恒温装置TAITEC製COOLNIT　CL－80F型）

　3）水温計：　　横河電機製245502型

　4）溶存酸素計：電気化学計器製DOレ10型

　5）pH計：　東亜電波工業製H酢40V型

　6）硬度：　　　全硬度測定キット（Titrets　No．K－4520）

〔

3．4試験濃度の設定

　オオミジンコに対する48時間急性遊泳阻害試験の結果（48hr－EC50値：0．458㎎／L）から，

本試験は公比2．2で5段階を設定した。各濃度区は以下の通りである。

　　対照区，助剤対照区，o．020，0．045，0．100，0．220，0．500㎎／L

　　　（被験物質の分析における定量限界を0．001㎎／しとしたため，設定濃度の最小桁表示も

　　　小数点以下3桁とした。）
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3．5　試験液の調製

　被験物質100㎎を秤取して，DMF2000㎎に溶解させ，H　C　O－402000㎎を添加後

さらに撹はん・混合した。これを純水で希釈し100並に定容とし，被験物質濃度1000

㎎／しの原液を調製した。同時に被験物質を含まない助剤原液4000㎎／L（D鯉2000㎎／L，

H　C　O－402000㎎／L）を調製した。

　1．O　L容のメスフラスコに希釈水を入れ，助剤濃度が一定（20㎎／L）になるように助剤

原液を加え，上記被験物質原液を各濃度に応じて添加した後1000mしに定容とし，各試験液

を調製した。1濃度区に付き10個の試験容器に80mしずつ分注して，試験に用いた。

　助剤対照区には，被験物質を含まないもの（助剤濃度：20㎎几）を調製した。

　対照区には，希釈水のみを用いた。

3．6　試験液の分析

　全濃度区（但し，各1試験容器）について，暴露期間中に4回，換水前後に0。75画ずつ

試験液を採取し，アセトニトリルを等量添加後，HP　L　Cにより分析した。アセトニトリ

ルで調製した標準溶液（0．200㎎／L）は，等量の水で希釈したものをRP　L　C測定試料と

　した。各試験液の被験物質濃度は，標準溶液のピーク面積との比から定量した。

　詳細は付属資料一2に示した。

｛
3．7試験操作

　　試験液の水温，溶存酸素濃度（D．0．），p　H郭よび硬度を測定後，ガラスピペットを用

いて供試ミジンコを投入し，その時点を暴露開始時とした。その際，ピペット内の飼膏水

　が，全量で試験液量に対して1％以内となるようにした。その後，換水毎にミジンコを新

　しい試験液に移しかえ，21日後まで飼育した。暴露期間中は毎日一定量の給餌を行った

　（3．1参照）。
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！

・ミジンコの観察：

（親ミジンコ）生死，遊泳状態および外観の異常の有無を毎日観察して，記録した。計数後

　　　　　　の死亡個体は取り除いた。

（産出幼体）　最初の産仔から毎日幼体の生存数を計数し，計数後の幼体は取り除いた。死

　　　　　　亡幼体，堕胎卵および休眠卵の発生等については，その有無を毎日観察し記録

　　　　　　した。最初の幼体産出日を，初産日として記録した。

・水質測定：水温，溶存酸素濃度（D．0．），p　Hおよび硬度を，全濃度区（但し，各1試験容

　　　　　　器）について，暴露期間中に4回，換水前後に測定した。

（
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4．1親ミジンコの半数致死濃度（LC50）の算出

　　各濃度区での親ミジンコの死亡数と供試個体数（10頭）を用いて，Bino皿ial法，Movi㎎

average法またはProbit法の何れか適切な統計手法により，21日間の半数致死濃度（LC50）

　を算出し，可能な限りその95％信頼限界を算出したσ最高濃度区においても50％以上の死

　亡が認められなかった場合は，LC50を最高濃度区以上と表記した。

4．2．50％繁殖阻害濃度（EC50）の算出

　　各濃度区での生存親1頭当たりの平均累積産仔数（生存幼体）から阻害率を求め，Logit

　法（距㎞s統計ライブラリー「生物検定編Ver、5．0」（h㎞s　Corp．，東京）により，50％

　繁殖阻害濃度（EC50）を算出し，可能な限りその95％信頼限界を算出した。最高濃度区に

　おいても累積産仔数に及ぼす50％以上の阻害が認められなかった場合は，EC50を最高濃度

　区以上と表記した。

4．3　最大無作用濃度（NOEC）および最小作用濃度（LOEC）

　　各濃度区の容器毎に21日間生存した親1頭当たりの累積産仔数を算出し，各濃度区と助

　剤対照区との有意差の有無を以下の統計手法により求めた。有意差が認められない最高濃

　度を最大無作用濃度（NOEC），有意差が認められる最低濃度を最小作用濃度（LOEC）とした。

　　統計手法：Bartlettの等分散検定，一元配置分散分析（1－vay姻OVA），Du㎜ettまたは

　　　　　　　Williamsの多重比較検定（α＝0．05，両側）

　　統計解析には，・Yu㎞sソフトウェアStatlight「＃4多群の比較」（h㎞s　Corp・・東

　京）を用いた。
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5　結果および考察

　5．1試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　該当する事象はなかった。

5．2　試験液中の被験物質濃度

　試験液調製時の濃度は0．018～0．469皿g／L（設定値．0．02070．500　7L）であり，換水前

の濃度は0．014～0，397㎎／しであった。また，各濃度区の被験物　　測濃度の設定値に対す

る割合は調製時で82～95％，換水前で61～80％であった。

　　したがって，暴露期間中に測定した試験液の被験物質濃度　，設定値の±20％を越えたた

め，各影響濃度の算出には実測値（時間加重平均値）を柳　した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（p．18），付属資料一2］

5．3　ミジンコの観察緕果

親ミジンコの死亡数および死亡率

　対照区および助剤対照区での親ミジン　の死亡率は暴露終了時で10％および0％であり，

試験成立条件である20％以下の基準を　たした。

　暴露終了時の親ミジンコの死亡　ま0．020，0．045，0．100および0．220㎎／L区で0％，

0．500㎎／L区で90％であった。．500㎎／L区では14日目以降徐々に死亡していき，21日

間で1頭のみが生存したが，　露を延長すれぱ死亡した可能性は高いと思われる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『（
　　　　　　　　　　　　　　［Table2－1，2－2（p．19），Figure1（p．20）付属資料一3］

初産日

　対照区での親　ジンコの初産日は暴露開始7～8日後，助剤対照区では全例とも暴露開始

7日後であ　こ。

　各濃度　における親ミジンコの初産日は，0．020および0．100㎎／L区で対照区同様暴露

開始7　8日後，o．045および。．220㎎／L区で7～10日後，o．500㎎／L区では8～10日後

で　つた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table3（p．21），付属資料一3］
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報告書　修正頁

修正番号：01

5　結果および考察

　5．1　試験成績の信頼性に影響を及ぼしたと思われる環境要因

　　該当する事象はなかった。

5．2試験液中の被験物質濃度

　試験液調製時の濃度は0．OI8～0．469mg／L（設定値．0．020～0．500mg／L）であり，換水前

の濃度は0．O14～0．397mg／しであった。また，各濃度区の被験物質実測濃度の設定値に対す

る割合は調製時で82～95％，換水前で33～80％であった。

　　したがって，暴露期間中に測定した試験液の被験物質濃度が，設定値の±20％を越えたた

め，各影響濃度の算出には実測値（時間加重平均値）を採用した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table1（p．18），付属資料一2］

5．3　ミジンコの観察結果

親ミジンコの死亡数および死亡率

　対照区および助剤対照区での親ミジンコの死亡率は暴露終了時で10％および0％であり，

試験成立条件である20％以下の基準を満たした。

　暴露終了時の親ミジンコの死亡率は0．020，0．045，0．100および0．220mg／L区で0％，

0．500mg／L区で90％であった。0．500mg／L区では14日目以降徐々に死亡していき，21日

間で1頭のみが生存したが，暴露を延長すれば死亡した可能性は高いと思われる。

　　　　　　　　　　　　　　　［Table2－1，2－2（p．19），Figure1（p、20）付属資料一3］

初産日

　対照区での親ミジンコの初産日は暴露開始7～8日後，助剤対照区では全例とも暴露開始

7日後であった。

　各濃度区における親ミジンコの初産日は，0．020および0．100mg／L区で対照区同様暴露

開始7～8日後，0．045および0．220mg／L区で7～10日後，0．500mg／L区では8～10日後

であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table3（p．21），付属資料一3］
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平均累積産仔数

　対照区および助剤対照区の21日間での親ミジンコ1頭当たりの平均累積産仔数は88頭お

よび102頭であり，試験成立条件である平均累積産仔数60頭の基準を満たした。

　各濃度区における21日間での親ミジンコ1頭当たりの平均累積産仔数は，0．020㎎／L区で

94頭，o．045㎎／L区で111頭，o．100㎎／L区で108頭，0．220㎎／L区で105頭であった。

0．500㎎／L区では21日間生存した親は1頭のみでその累積産仔数は59頭であった。しかし，

死亡したその他の親も暴露期間中に最大で64頭まで幼体を産出した。したがって，この濃度

区では，ある程度幼体を産出するものの，．親に対して長期影響があるものと判断した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table4（p．22），Figure2（p．22）付属資料一3］

休眠卵の発生等

　全暴露期間を通して，対照区および全濃度区において休眠卵の発生は認められなかった。

5．4親ミジンコの半数致死濃度（LC50）

　21日間暴露の親ミジンコの半数致死濃度（Lc50）は。、280㎎／しで，その95％信頼限界は

0，167～o．392㎎／しであった。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table5（P．23）］

5．5　50％繁殖阻害濃度（EC50）

　o．167㎎／L（測定値）では阻害率。％場下で，o．392㎎／L・（測定値）では親が9頭死亡し，

かつ生存した1頭の親の繁殖阻害率が42．2％であったため，21日間暴露の50％繁殖阻害濃度

　（EC50）は，＞o．392㎎／しと表示した。しかしながら，前述したように，この濃度では明ら

かに親に対して長期影響があるものと判断した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　［Table6（P．23）］

5．6　累積産仔数に及ぼす最大無作用濃度（NOEC）および最小作用濃度（LOEC）

　統計解析の結果および親の死亡率からも判断して，親ミジンコ1頭あたりの累積産仔数に

及ぼす21日間暴露の最大無作用濃度（NOEC）は0．167㎎／しで，最小作用濃度（LOEC）は

0．392㎎／しであると結論した。

［Table7（P．24）］　・
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5．7　試験水の水温，溶存酸素濃度，p　Hおよび硬度

　21日間の暴露期間中の水温は19．7～20．9℃であり，設定範囲内であった。

　溶存酸素濃度は7．0～8．6㎎／しであり，全ての濃度区で飽和溶存酸素濃度の60％以上が維

持された（20．0℃水中の飽和溶存酸素濃度：8．8㎎几）。

　pHは7．1～8．0，硬度は，50～70㎎／しであった。

　以上のこどから，水温，溶存酸素濃度，p　Hおよび硬度は，ミジンコの成育条件として

適切な範囲内であったと思われる。

　　　　　　　［Table8（P．25），Table9（P．25），Table10（P．26），Table11（P．26）］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　上
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Table　1－1 Measured　Concentrations　of　the　Test　Substance　during　a　21－day　Exposure　of
〃aρh〃f訂加θ8η8　under　the　Semi－Static　Test　Conditions

Nominal
Concentration
　　　　（m／L）
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　　　　　　　　　m／L）
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1
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　　　　m／L）
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　　　　　0．045

　　　　　0．100
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Tabl　e　2－1　Cumulat　i　ve　Number　of　Dead　Parenta1　〃aρh〃f8

Nominal　conc．

　　　　m／L）

Da　s
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Fi　gure　l　　Cumul　at　i　ve　Numbers　of　Dead　Parenta1　〃aρh刀ノθ
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Table　3　　Time　（Days）　to　First　Broo（i　Production

Nominal Concentration （mg／L）

Vesse1 Solvent

No． Contro1 control　　O． 020　　　0． 045　　　0． 100 0．220　　0． 500

1 7 7 7 7 7 7 9

2 7 7 7 8 7 7 8

3 7 7 7 7 7 7 8

4 7 7 7 7 8 7 8

5 7 7 7 7 7 7 8

6 7 7 7 7 7 8 8

7 8 7 7 7 7 8 8

8 7 7 7 10 7 10 10

9 7 7 7 7 7 7 8

10 7 7 8 8 7 8 8

Min 7 7 7 7 7 7 8

Max 8 7 8 10 8 10 10

‘
、
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Table4 MeanC血ulativeNumbers・fJuvenilesPr・ducedperAdultAlivef・r21Days（ΣFl／P）

Nominal Days

Conc． 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19　20　21
Control 0．0 6．4 6．7 6．7 14．2 14．2 14．4 34．7 34．7 34．7 64．4 64．6 64．6 76．3　88．1　88．1

Solv．cont． 0．O 6．2 6．2 6．2 17．8 17．9 17．9 45．9 45．9 45．9 82．3 82．4 82．4 101．9102．0102．0

0．020mg／L 0．O 2．6 2．9 2．9 13．8 15．7 15．7 42．0 45．0 45．0 74．7 77．8 77．8 88，594，194．1

0．045mg／L O．0 3．5 4．6 4．6 22．6 23．7 23．8 54．6 54．6 54．6 92．4 92．4 92．4 101．4111．1111．1

0．100皿9／L

n．220mg／L

0．0

O．0

5．1

R．7

5．5

T．1

5．5

T．1

27．5

Q4．6

30．1

Q5．8

30．2
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0．500m／L 0．0 0．0 0．0 0．0 18．0 18．0 18．0 33．0 33．0 33．0 45．0 45．0 45．0 59．0　59．0　59．0

Figure2　Time　Course　of」ΣF1／P　fqr　Each　Concentration　Level
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Table5 Calculated　LC50　Values　for　Parental　Z加直刀1’8

Exposure

Period
　　（day）

　　　　＊ILC50

（mg／L）

95％　Confi　dence

　　　　　　　（皿9／L）

li皿its Statistical

　　method

21 0．280 0．167 0．392 Binomial

Table6 Calculated　EC50Values　for　Inhibition　of　Reproduction

Exposure

Period
　　（day）

　　　　半上EC50

（mg／L）

95％　Confidence

　　　　　　　（mg／L）

1imits Statistical

　　皿ethod

21 〉0．392＊2

『
⊥
2

＊
＊

Based　on　the　time－weighted　mean　measured　concentration

We　concluded　that　this　concentration　level　showed　adverse　effect

on　P　generatio資，　although　the　reproduction　inhibitio亘rat3　could

n。tbeclearlydetermined．

（
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Table7 CumulativeN曲ers・fJuvenilesPr・ducedperAdultAlivef・r21Days
inEachTestVesselsa亘dResults。fStatisticalC・mparis。n・fthe

Me㎝Values（Dunnett’sMulticomparis。nTest）

No皿inal　Corlcentration，　mg／L

（Meas皿edC。nceatrati・n卓1，m／L）

Vessel

　　No．

Control　　Solv．cont．　　　0．020

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（0．016）

0．045

（0．034）

0．100

（0．082）

0．220　　　　　0。500

（0．167）　（0．392）

〔

1
2
3
4
5
6
7
8
9
1
0

76

82

107

88

98

63

　　D

101

80

98

108

101

85

95

115

103

98

94

115

106

110

88

107

72

106

86

90

91

89

102

102

126

104

114

119

119

104

91

116

116

109

92

108

125

113

96

114

114

101

110

83

117

102

99

109

130

113

78

98

119

　　D

　　D

　　D

　　D

　　D

　　D

　　D

59＊2

　　D

　　D

Mean

S．D．

88．1

14．1

102．0

　9．5

94．1

11．9

111．1

10．5

108．2

　　9．7

104．8

16．2

59章3．

Inhibition　rate（％）

Significant　difference

7．7 一8、9 一6．1 一2．7 42．2＊3

升

＊1：Time－weightedmeanmeas皿edc。acentrati・n・

＊2：Judgingfr・mtheresults・fparentalm・rtality・wec・ncludedthat

　　　　thisadultmightdieifthetestperi・dwaspr・1・nged・

＊3：Wec。ncludedthatthisc・ncentrati・nlevelsh・wedadverseeffect

　　　　on　P　generation．

D：Weren。tincludedf・rcalculati。nbecausetheparenta1伽加∫∂wasdead

　　　　duringa21－daystesti且9Peri・d・

　一：　In（ii　cates　no　significarlt　difference・

＊：lndicatesasignificantdifference（α＝0、05）fr・mthes・1ventc・ntr。L

　　　　　　（Therewasn・signinthistest．）

什：Statisticalc。mparis・ntestc・uldn・tbeperf。rmedf・rthisc・ncentratiα

　　　　becauseadultaliveafter21dayswas。ne旧・wever，wec。ncludedthat
　　　　　thisc。ncentrati。nlevelsh。wedadverseeffect。n伽加∫θrepr・ducti・n・

N。ObservedEffectC。ncentrati。n（NOEC）二　一」里Lmg／L

L。westObservedEffectC・ncentrati・且（LOEC）：一」狸＿mg／L

一24一



Table8 Temperature　during　a　21－day　Daphnia　Reproduction　Inhibition　Test　（Semi－Static　Test）

Nominal
Concentration
　　　　　m／L）

Temeraturお C
Date→ 　O

uew
　
d

n
乙
1
⊥

　
0

　7

new
　
d
9
1

　
0

　9

new 2
M
1
0

19

new －
d
　
1
2
0

Min． Max．

　　　Control

Solvent　contro1
　　　　　0，020

　　　　　0．045

　　　　　0．100

　　　　　0．220

　　　　　0．500

8
0
7
8
7
一
了
7

9
住
9
9
9
臥
9

1
▲
ワ
ρ
1
1
1
1
1
1

20．1

20．1

20．1

20，1

20．1

20．2

20．2

19．9

20．0

20．0

20．0

20．2

20．0

20．1

20．0

20．0

20．0

20．0

20．0

20．1

20．1

20，1

20．2

20．2

20．2

20．1

20．0

20．1

20．2

19．9

20．0

20．1

20．1

20．0

20．1

20．1

20．2

20．3

20．3

20，1

20．2

20．1

20．6

20．8

20．8

20．9

20．5

20．’6

20，6

19．8

19．9

19．7

19．8

19．7

19．7

19．7

20．6

20．8

20．8

20．9

20．5

20．6

20．6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Total

　　　　new：　freshly　prepared　test　solution，　　01d：　old　test　solution　before　renewal

Diss・1vedOxygenC・ncentrati・n（D．0．）duringa21－dayDaphniaRepr・ducti・nlnhibiti。nTest

19．7 20，9

Table9 （Semi－Static　Test）

Nominal
Concentration
　　　　（m／L）

D．0，　m L

Date→ 　O

new
　
d
n
乙
1

　
0

　7

new
　
d
9
1

　
0

　9

new 2
d
1
1

　
0

19

new －
d
12
0

Min． Max．

　　　Control

Solvent　control
　　　　　O．020

　　　　　0．045

　　　　　0．100

　　　　　0．220

　　　　　0．500

4
4
2
4
3
つ
」
3

＆
＆
＆
＆
＆
＆
＆

5
3
3
2
2
4
戸
D

＆
鼠
舷
舷
絃
＆
＆

6
4
4
3
4
5
3

＆
＆
＆
＆
＆
＆
＆

ワ
山
9
6
瓜
U
r
D
9
0

＆
乳
硫
気
乳
乳
＆

6
5
3
4
4
4
4

＆
＆
＆
＆
＆
＆
＆

1
9
4
5
4
7
9

＆
気
孔
乳
乳
乳
乳

3
1
n
乙
1
3
1
0

＆
＆
＆
絃
＆
＆
8

7
4
2
0
1
1
r
D
O

乳
乳
乳
エ
乳
乳
＆

一
了
4
n
乙
0
1
5
9

乳
靴
工
乳
乳
乳
乳

6
5
4
4
4
5
5

＆
a
＆
＆
＆
＆
8

01d：。1dte忌tsolutionbe士orerenewa1
Tota1 7．0 8．6

new： freshly　prepared　test　solut　ion，
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Table10 pH　during　a　21－day　Daphnia　Reproduction　Inhibition　Test　（Semi－Static　Test）

Nominal
Concentration
　　　　　（m／L）

H

Date→ 　O

new
　
d
2
1

　
0

　7

new
　
d
9
1

　
0

　9

new 2
d
1
1

　
0

19

new

21

01d
Min． Max．

　　　　Control

Solvent　contro1
　　　　　0．020

　　　　　0．045

　　　　　0．100

　　　　　0．220

　　　　　0．500

　
　
　
　
一

9
9
9
9
9
9
0

乳
乳
乳
硫
気
7
一
8

8
7
7
7
7
7
8

乳
乳
乳
7
一
乳
7
7

8
7
8
8
8
Q
ゾ
8

乳
乳
乳
乳
乳
乳
乳

5
4
4
4
3
4
r
D

気
孔
乳
乳
硫
気
7
”

9
Q
」
9
Q
」
Q
ゾ
9
9

乳
乳
別
宅
気
先
乳

3
3
2
2
2
3
3

乳
7
“
乳
7
一
乳
硫
気

R
u
Q
ソ
9
Q
U
8
Q
ゾ
8

乳
乳
乳
τ
乳
乳
乳

ワ
。
2
1
1
ー
ワ
自
3

7
一
乳
乳
乳
7
”
乳
7

ワ
臼
n
乙
1
1
ー
ワ
自
3

乳
乳
乳
乳
乳
別
宅

9
9
9
9
Q
ぜ
9
n
U

乳
乳
乳
乳
乳
乳
＆

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Total　　　7．1

　　　new：freshlypreparedt6stsolution，　01d：01dtestsolutionbeforerenewal

T・ta1Ha「dness（asCaCO3）du「inga21－dayDaphniaRep「・ducti・nlnhibiti・nTest（Semi樺St旦ticTest）

8．0

Table11

Nominal
Concentration
　　　　　m／L）

Total　hardness　　　as　C摯CO3

9　　　　　9

01d　　　　new

m／L
Date→ 　O

new
　
d

り
ム
ー
　
0

　7

neﾟ
　　　65

　　　60

　　　60

　　　60

　　　60

　　　53

　　　　58

2
d
1
1

　
0

19

new
－
d
2
1

　
0

Min． Max．

　　　　Control

Solvent　contro1
　　　　　0．020

　　　　　0．045

　　　　　0．100

　　　　　0．220

　　　　　0．500

8
4
Q
」
R
V
O
4
7

6
5
5
5
7
6
6

r
D
9
8
0
8
r
D
8

6
r
O
5
6
ド
D
r
D
r
D

5
0
Q
り
0
1
0
3

6
6
6
6
6
5
6

0
5
5
8
8
4
4

7
6
6
戸
D
r
D
β
D
6

0
0
．
0
6
6
5
0

6
6
6
5
5
6
6

60
58

58

58

52・

55

55

【
り
1
8
3
1
q
U
l

F
D
F
D
r
D
r
D
6
6
6

5
1
8
3
2
0
5

r
D
F
D
r
D
「
D
5
r
D
r
D

O
r
D
Q
」
0
0
に
U
一
丁

7
6
6
6
7
6
6

Tota1 50 70

new：　freshly　prepared　test　solution， 01d　　o1〔1　test　solution　before　renewa1
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Appendix1 WaterQualityofDilutionWater

Para皿eter Concentratio且

COD

Total　phosPhorus

pH

Colifor皿groupbacteria

Hercury

Copper

Cad皿iu皿

Zinc

Lead

Alu皿iniu皿

Nickel

Chro皿iu皿

Manganese

Tin

Iron

Cyanide

Free　chlorine

Bro皿ide

F　luori　de

Sulfide

Total　a田皿oniu皿

加senic

Seleniu皿

EvapOrationreSidUe

E　l　ectr　i　c　conduct　ivi　ty

Totalh紅血ess（asCaCO3）

Alkalinity

Sodiu皿

Potassiu皿

Calciu皿

Magnesiu皿

　　1㎎／L

O．01㎎／L

8．1（22℃）

　N．D．

〈0．0001㎎／L

O．0006㎎／L

〈0．001㎎／L

O．02㎎／L

〈0．01㎎／L

o．03㎎／し

く0．01㎎／L

＜0．005㎎／L

＜o．1㎎／L

〈0．1㎎／L

〈0．1㎎／L

　N．D．

＜0．01㎎／L

〈0．05㎎／L

O．09㎎／L

〈0．03㎎／L

〈0．05㎎／し

く0．005㎎／L

＜0．005㎎几

130㎎／L

180μS／c皿

63㎎／L

45㎎／L

12㎎／L

　　1．3㎎／L

18㎎／L

4．9㎎／L

皿easure（1date：　February　3，　1998
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試験液の分析方法
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試験液の分析方法

1　試験液の分析方法

　　各試験液0．75凪を測定用バイアルに採取し，アセトニトリル0．75画を加え混合し，

　HP　L　Cにより分析した。アセトニトリルで調製した標準溶液（0・20㎎／L）は・等量の水

　で希釈したものをH　P　L　C測定試料とした。各試験液の被験物質濃度は，標準溶液のビー

　ク面積との比から定量した。

2　高速液体クロマトグラフィー（HP　L　C）測定条件

（装置）

　高速液体クロマトグラフ：

　　　，ワークステーション：

　　　　　　　パソコン：

　　　　　　　プリンター：

　ポンプ：

　カラムオーブン：

　オートサンプラ：

　検出器：

　データ処理装置：

（条件）

　カラム：

　溶離液：

　流速：

　測定波長：

　試料注入量：

　カラム温度：

日立製作所製L－7000型（No・1）

Windows　NTおよびD－7000型HPLCシステムマネジャ

CO鯉AQPROLI皿590，ディスフ。レイ；171FS

新ノン製しASER　SHOT　LBP－A404F

L－7100型（2台）

L－7300型

L－7200型

L－7400型

D－7000型

Inertsi10DS－3V，5μ皿，4．6x150㎜（GL　Sciences　Inc．）

Acetonitrile70％，Water30％

LOmL／皿in

220n皿

300μL

50℃

一30一



3　検量線

　　被験物質の1000㎎／Lアセトニトリル溶液を調製し，順次，アセトニトリルで希釈し0，

　0．010，0．020，0．050，0．100，0．200，0．500，1．00㎎／しの標準溶液を調製した。この標準

　溶液を一定量採取し水で等量希釈したものをH　P　L　C測定試料とした。横軸に濃度を

　　（㎎／L），縦軸にピ」ク面積（count表示）をとり，検量線を作成した。検量線の最小二乗

　法による直線回帰式の相関係数は，1．000と良好であった。

4　検出限界

　　最小検出ピーク面積を500co㎜tに設定し，これに相当する試験液中の被験物質濃度

　0．001㎎／Lを検出限界とした。

5　添加回収試験

　　H　P　L　C直接注入法のため添加回収試験は実施しなかった。

、
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Fi騨eA－2－1CalibrationC糠veby理LCAnalysis
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FigureA－2－2 Represe皿tative　Chromatogra皿s

（1）Standard　O．20㎎／L；Day　O

分折日常98！03ハ815：09　　　　作慮日時：蜘！181δ：U

デ→期睨分析”イ5：1か㎜G鳴7鼠㈱iの
η’鼎1ン：1矧㊥O喧766氏如㎞i亀｝　断ズ：OO頓1
パ仰，：12　　　　　　　　伽ア路：軌2哩1L翫加
パ棚σ：鳳　　　　　　　　　注入萱：瓢。ロ1
注入庵卿1　　　　　　　　伽プ坦耕：
　　　　　　　　　　　　　　　簡ト，イプ　謄r」C脅ン祁：1

9
5
蟹
墨
中
尊

しα30

し。箆

。．｛珈

住015

眺010

臥oo5

O．00D

0　　　1　　　Z　　　3　　　4　　　5　　　6

　　　　　　　　　　　　　録持暗闘』iの

7

解糖騰騨節砥嫡撫■■■
　落盤濠《：70監燃
ザンプB（掻助〕：L一丁IOO

　溶離液真：30誓書寵解
ソント：

　　撫50℃，1．伽1たi廊

ピーケ定量：面積 定量計算方蟄：面積瓢

網。　傑梼時間　面積　　i瓢　鴎

1　　8．02　9ε252　10D．000　』C

96252　100．000

（2）　Solvent　control　　Day　O　（new）

分析日時：98！03ハ814：09 作威日時：98！03！1816：16

デ→処理用分析フ了イ島：123一TC8〔7B乃硫da画ロiの

η’，悌ン：1往TCBσB76阻止歯“θ　　・汁ガ：ODO5
A● ｶレ：2
κ存曙フ’：鳳
注入回数：1

伽’路：So1．Co心ol．
注入量：300．O　ul
サンプ卿ント：

Od」㎞

ケ肝脳プ：蹴Cチ併ル：1

9
5
蟹
題
ゆ
華

氏030

氏必

α02◎

翫015

α010

o．oo5

o．ODO

0　　1　　2　　3　　4　　5　　6　　7
　　　　　　　　　　　　　像持時鷹㈲の

3

デ→収集用分折フ7イレ：12トTC8σ田6砥d蜘iの
捕略：ln．rt5iloos－3v　　　　　　作成者：
ポンプA〔メイン｝：　L－7100

　譲翻：7儲燗
めプB備助）：日100
　溶食藍5庄▲：　30噺　算at●r

写ント：

　　伽5鳴1、側んi几
ピ→定量：面積 定量計算方法：面積盤

輔。　操持時局　面積　置梛　BC

O　O．000
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FigureA－2－2 Continued

（3）0．10㎎／L　no皿ina1；Day　O（new）

分析日時：98／03／1814：57　　　　　　　作成日峙：98！03！凋16：11

デ→処理用分節ア伍1雄TCBσ訪ε巳幼i心
アプ㈱：123－TC8σB7666．繍h）　　泳ズ：0005
パ伽：5　　　　　　　　伽プ路＝伽：・3・楓㎞
A● C7”イプ：憾　　　　　　　　　　　　　注入貴：300・O　uI

注入回蜘1　　　　　　　　ウプ｝ユ塀：
　　　　　　　　　　　　　　　　，ロマト，イコー：　HFLC　チ↑ン手5：　1

r

，
5
回
想
噌
劇
中

覇
O．015

し010

Q，005

α000

0　 1　　Z　 3　 4’　5　 事

　　　　　　　　　　　　　像持時飼回の

デ→収集用分析フ7イレ：、123一』丁隠σ8766C，d轟伽il）

鮪ム名：1磁5iI　ODト3v
‡ーン7’A〔メイン）：　L－7100

　藩離液A：7田燃
‡‘ンコーB｛撞助⊃：L－7100

　溶掴晦：3鵬翼■t●「
コルト：

　　撫　鵬　1．α劇ノロi乱

ピ→定量：面積

作成者：

定量計算方法：面積～

7 魯 ，

旧　　保持時間　　　面積　　　i直積s　図

1　　　　8．03　　憩097　　100．｛ゆ0　鵬

43qg了　100．000

（4）StandardO．20㎎／L；Day2

分析日時：98！03！2016：25　　　　　　　作成日時二98！C3／2011：13

デ→処理用分析”孤：123－TC8σB7566．61phnia）
η’号←勇）：12yT㊥σB76砥d亀伽iの　　珊一ス’：OOO9

パ郁：“　　　　　　　　サンプ絡：o・2㎎ノLSし2d
パイ7齢｛ア：U賦　　　　　　　　　　　　　注入畳：300，0ul

注入回数：1　　　、　　　　　，ンブ脚ンド

　　　　　　　　　　　　　　　　ケロマトウィフ．：　HPLCテヤン軸：　1

3
5
圖
謹
ψ
摯

α030

し025

江020

O．015

o．010

o．oo5

O．000

3
．
一

。　　　1　　　2　　　3　　　4　　　5　　　6

　　　　　　　　　　　　　畢持峙闘色ω

テ●→収集用分折，了イル：123｝丁㊥σ676磯‘hp㎞i亀）

蓼携（1糠ll三7窩訓

　落盤」夜A：フ“Aql
‡畢ン，－B〔揃幼｝：し一丁10C

　落離泓：3硫冨■t邸
コメント：

　　220n■し　50「3」　1．0口1！厘i“層

ヒ’→寧量：面積

作薦：

定長齢算方法：口覆鷲

7 8 9

眠｝　保持博聞　　面積　　　面積鷲　㏄

1　　　　　　8．08　　　92208　　　100．000　　劃C

92208　　　100．伽

一34一



FigureA－2－2Con七inued
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Appendix　3－1 Result　of　repropduction　test （Test　chemica1●　1，2，3－TCB）

（che皿icalconc．　O　m－／L Dis　ersant　conc．● 0 m／L）
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No．
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Appendix　3－2 Result　of　repl・opduction　test （Testchemica1：1，2，3－TCB）

（chemicalc・nc．：O　m／L Dis　ersant　conc．’ 20 m／L）
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Appendix　3－3 Result・frβpr・pducti・ntest （Te白tchemica1：1，2，3－TCB）

（Chemicalconc．：　0．0200　m／L Dis　ersant　conc．’ 20 m　IL）
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ApPendix　3－4　　Resul　t　of　repropduction　test （Testchemica1：1，2，3－TCB）

（chemicalc・nc，：0．0450m／L Dis　ersant　conc． 20 m／L）
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Appendix　3－5 Result　of　repropduction　test （Testchemica11，2，3－TCB）

（chemical　conc．，0．100　　m　IL Dis　ersant　conc． 20 m／L）
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Appendix　3－6 Result　of　repropduction　test （Test　chemica1：　1，2，3－TCB）

（Chemicalconc．：0，220　m／L Dis　ersant　conc． 20・ m　IL）
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Appelldix　3－7 Result　of　repropduction　test （Tes　t　chemi　ca1’　1，2，3－TCB）

（chemical　conc，　0，500　　m　IL Dis　ersant　conc， 20 m　IL）

Time

Rep。

No．

Counts 3／193／203／213／223／233／243／253／263／273／283〆293／303／31 4／1 4／2 4／3 4／4 4／5 4／6 4／7 4／8 Tota1

1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d　lld　12d　13d　14d　15d　16d　l7d　18d　19d 20d 21d

1

Pgeneration

FI　generation

Live

Live

1 1 1 1 1 1

1
0

ー
ハ
∪

－
n
ロ 1
0
1
0

　1

12 －
O
0
2Cumulative　1・e　roductivit 0 0 0 0 0 0 0 0 9 9 9 21 21

2

Pgeneration

FI　generation

Live

Live

1 1 1 1 1 1

1
0

－
」
仕 1
0
1
0
1
2

　
1
1
0
1
0
1
3

　
1
1
0
1
6

　1

19 1
0
0
0Cumulative　re　roductivit 0 0 0 0 0 0 0 4 4 4 16 16 16 29 29 35 54 54

3

Pgeneration

FI　generation

Live

Live

1 1 1 1 1 1

1
0

1
に
U
1
0
1
0

　1

16 1
0
1
0

　1

17 1
0
1
0
1
3
　
2
1
0
0
0Cumulative　re　roductivit 0 0 0 0 0 0 0 5 5 5 21 21 21 38 38 38 61 61

4

Pgeneration
Flgeneration

Live

Live

1 1 1 1 1 1

1
0
1
7
1
0
1
0
1
1

　
1
1
0
1
0
0
1

　
2

Cumulative　re　roductivit 0 0 0 0 0 0 0 7 7 7 18 18 18

5

Pgeneration

FI　generation

Live

Live

1 1 1 1 1 1

1
0

－
」
サ 1
0

　1

18 1
0
1
3
1
9
1
8
　
1
1
0
0
9Cumulative　re　roductivit 0 0 0 0 0 0 0 4 4 22 22 25 34 52 52

6

Pgeneration

FI　generation

Live

Live

1 1 1 1 1 1

1
0
1
3
1
0
1
0
1
3

　
1
1
1
1
0
1
1

　
3
0
0Cumulative　re　roductivit 0 0 0 0 0 0 0 3 3 3 16 17 17 48

7

Pgeneration

Flgeneration

Live

Live

1 1 1 1 1 1

1
0
1
3
1
0
1
1
1
1

　
1
1
0
1
0
0
0

　
2

Cumulative　re　roductivit 0 0 0 0 0 0 0 3 3 4 15 15 15

8

P　generation

FlgeneratiO11

Live

Live

1 1 1 1 1 1

1
0
1
0
1
0

　1

18 1
0
1
0

－
に
U
　
1
1
0
1
0
1
2

　
1
1
0
1
0

－
」
慧　
1
1
0
1
0Cumul　at　ive　re　roduct　iv　i　t 0 0 0 0 0 0 0 0 0 18 18 18 33 33 33 45 45 45 59 59 59 59

9

Pgeneration

Flgeneration

Live

Live

1 1 1 1 1 1

1
0
1
8
1
0
1
0

　1

13 1
0
1
0

0
0
コ

　
一

Cumulative　re　roductivit 0 0 0 0 0 0 0 8 8 8 21 21 21

　　　Pgeneration．

10Flgeneration

Live

Live

1 1 1 1 1 1

1
0

－
直
U 1
0
1
0

　1

16 1
0
1
0
1
2

　
2
1
0
1
0
1
0

　
2
1
0
0
0Cumulative　re　roductivit 0 0 0 0 0 0 0 6 6 6 22 22 22 44 44 44 64 64

The　time　（days）　to　first　brood：

1
6

Q
」
8

days，

days， 2
7
8
8

days，

days，

3；

8；

8　days，

10　days，

4；

9；
8
Q
U

days，

days， 5
0

　
1
8
8

days．

days．

一43一




